











梶 村 計 志
黄耆の有効性に関する研究
一日本脳炎ウィルスの感染に対する効果を指標として一


























急速な高齢化社会を迎えつつある現在、疾病 に対す る抵抗力を増進 し、健康な生活
を維持す るための手段のひとつとして生薬に対する関心が高 まりをみせている。西洋
薬(合 成薬)は 、薬理作用が強 く、作用ベク トルの方向が一定である。従 って、ある
場合には、病態を速やかに治癒に導 く。 しか し、ときには、その強い薬理作用が副作











1:生薬は、多数の成分か らなる複合体であり、それ らが複雑に連携 しあって、効果
を及ぼしているため、作用の解析が容易ではない。
2:時 には同じ生薬が臨床上において逆の作用を示す ことや、生理機能が低下 した状
態ではじめて作用が発現する生薬も認め られることか ら、薬効を評価することが
容易ではない。
3:作 用がマイル ドであるため、通常の投与量で効果を確認す るのが難 しい。
4:生 薬の品質が産地、収穫年度等で異なるため、一定の力価 を持 った、生薬を恒常
的に研究材料 として、取 り扱 うことが難 しい。
おうぎ
本 研 究 で採 り上 げ る黄耆(AstragaliRadix)は、漢 方 の要 薬 と して 、現 在 で も重











されている。また、明の時代 に作成 された中国の薬物書を代表する名著 と言われる
「本草網 目(Chinesemateriamedica)」を著 した李時珍は、 「耆には長の意義が
ある。黄耆は色が黄で補薬の長」つまり、黄色い色をした最上の補薬 と言 う意味から
黄耆 という名称がついたと記 している(15)。補薬とは、体力が衰えた病入等に用
































第 一 章 日本 脳 炎 ウ ィ ル ス の 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果
一腹 腔 内 投 与 に よ る効 果 一
第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果
1:緒言
本章では、 日本脳炎ウィルス(Japaneseencephalitisvirus:JEV)の感染に対す







本節では、JEVを接種 したマウスの生存率に及ぼす効果 を指標 として、腹腔内投与




2:材 料 お よ び 実 験 方 法
鐡
BHK-21細胞,L-929細胞およびVero細胞は、すべて大阪府立公衆衛生研究所で継
代、維持 している株 を使用 した。
幽
牛血清アルブミン(BSAFractionV)は、Sigma社(ST.Louis,アメリカ)か ら
購入 した。Eagle基本培地は、 日研生物医学研究所(大 阪)か ら購入 した。他の試薬





JEVは、上羽 昇博士(大 阪府立公衆衛生研究所)か ら分与された株(JaTH-
160strain)を使用 した。JEV(凍結保存株)は 、乳飲みマウス(ddYstrain)の脳内で
6回にわた り継代 した後、常法により10%乳剤 とした。JEVの力価を、Plaqueassay
法(27)により測定 したところ、1×107PFU/m1であった。
遡
ICR系(雄)マウスを日本チャールズリバー(横 浜)か ら購入 した。マウスは、7
日間にわた り大阪府立公衆衛生研究所 動物舎内で予備飼育 した後(25±2℃)、実
験 に使用した。なお、実験 には、5週齢のマウス(体 重:25～30g)を使用した。
齟
4種類の黄耆(日 本薬局方品、平成4年大阪市場品)(Fig.1-1)を三国株式会社(大










タノール中(2000m1)に滴下 し、沈殿 を生じさせた。沈殿を採取 し、蒸留水
(100m1)に再溶解 した後、3日間、流水透析(Spectrum透析チューブCut-off:
3500使用)を 行 った。そ して、透析内液を凍結乾燥したものをAEとして以下の実験
















釈 したJEV(約10PFU)をマウスの腹腔内に接種 し、以後21日間にわた りマウスの



































産地が異なる4種類の黄耆 を試料 として用い、JEVの感染に対する生体防御効果 に
ついて検討 した ところ、すべての試料に有意な生体防御効果が確認された。 しか し、





根径の太さの関係について検討 したところ、実験 に使用 した4種類の黄耆の中で、最




ど、黄耆 の理化学的品質評価 の指標成分の含量を測定 し、相関関係が認め られないこ























2:実 験 方 法
U/
Hemagglutinationinhibition(HI)抗原 は 、 デ ンカ 生研(大 阪)か ら購 入 した 。
SuperQxidedismutase(SOD),Lucigenin,BSA,ZymosanおよびEgg lbumine
は、Sigma社か ら購 入 した 。牛 胎 児 血 清(FBS)、 牛 血 清 、RPMI-1640培地 お よび
Eagle基本 培地 は 、 日研 生物 医 学研 究 所(大 阪)か ら購 入 した 。 蛍光 ラテ ック ス ビー
ズ(粒 径0.75μm)は 、 フナ コ シ株 式 会 社(東 京)か ら購 入 した 。May-Gruenwald
お よびGiemsa溶液 は 、 関東 化 学 か ら購 入 した 。 ま た 、赤 血 球 凝 集 抑 制 試 験 に使 用 す



















お、実験には、1群あた り4枚のシャー レ(60x15mm)を使用 した。
赤血球凝集抑制試験法(HI試験)
HI抗体価 を赤血球凝集抑制試験により測定した(42)。96穴のCultureプレー トに
1%Eggalbuminを含むホウ酸緩衝溶液(pH9.0)で希釈 したHI抗原 と、アセ トン処
理 したマウスの血清をPBSで希釈 した液を加えて混和 し、4℃で15時間放置 した。混
合溶液に、ニワ トリの1日ビナの赤血球 を加え、赤血球の凝集を指標 として、HI抗体












血清中に浮遊させた後(2×106cell/m1)、スライ ドガラス上に塗抹 した。塗抹 した
















か ら得 られたPECをプール し、実験 に使用 した。RPMI-1640培地を用いて調製 した
PEC溶液をポリスチ レン製のシャーレ(60rnm×15mm)に分注 し、CO2インキュ
ベーター(37℃、5%CO2)内に1時間靜置 した。RPMI-1640培地 と浮遊細胞を吸引
除去 した後、PBS溶液でシャー レを洗浄 した。2.5mMEDTA/PBS溶液を添加 し、20
分間氷冷 した後、パス トゥールピペッ トでフラッシュし、付着細胞をはく離させた。
はく離させた細胞 をPBSで洗浄 した後、実験に使用 した。
PECおよび腹腔マクロファージの貪食能 の測定
_11
貪食能 の測定は、蛍光ラテ ックスビーズを用いる方法によ り行 った(46)。10%
のFBSを含むRPMI-1640培地を用いて調製 した蛍光ラテックスビーズ懸濁液(200倍
希釈)1.5m1中に同培地を用いて調製 した細胞浮遊液(1×106個/m1)0.4m1を加
え、37℃の恒温層中で振とうしなが ら、3時間放置 した。細胞をPBS溶液で3回洗浄 し





本 節 に お け る実 験 の結 果 は 、Studentsのt検定 を用 いて 解 析 した 。 な お 、 本 実 験
で は 、p〈0.05以下 の レベル を有 意 差 あ りと判 断 した 。
3:結 果
AEのinvitroにお け る抗JEV効果
Plaqueassay法によ りinvitroにお け るAEの 抗JEV効果 につ いて検 討 した
(Table1-1)。AE処理 群 とContro1群の 問 にPlaque数の有 意 な差 は 確 認 され ず 、AE






JEVを して かX21菰 に し い マ ス のHI
Fig.1-4の実 験 にお いて 、JEvを接 種 してか ら21日後 に生 存 して いた マ ウ ス のHI抗
体 価 を測 定 した 。Contro1群お よ びAE投 与 群 の生 存 して い るす べ て のマ ウ ス に、 抗 体














冗 の 血 レス旦 とHI の亦
マウスにJEVを接種 した後(10PFU/マウス)、 経 日的な血中ウィルス量 とHI抗体




























数の増加 に効果 を及ぼす ことが明らか となった。(Fig.1-8)。しか し、12.Omg投与
群では、AEを投与 した後、マウスの体重が極端に減少するなど、明 らかに毒性が認
































AEを 投 与 した マ ウス の腹 腔 内 に観 察 され るPECのCellpopulationにつ いて検 討 し
た(Fig.1-7)。AEを投 与 した マ ウス のPECは 、好 中球 お よ びマ ク ロ フ ァー ジの割 合
がContro1と比 較 して高 か った が 、 好 酸 球 、好 塩 基 球 、 リ ンパ 球 お よ び肥 満 細 胞 は 、
ほ とん ど確 認 す る ことが で き な か った(Fig.1-9)。
Fig.1-9PeritonealExudateCell
活性酸素産生能に及ぼすAEの効果
AEを投与 したマウスから得 られたPECの活性酸素産生能 について検討 した。AEを




















て検討 した。AEを投与 したマウスから得 られたPECは、Contro群のマウスか ら得 ら
れたPECと比較 して、貪食能が有意に増強 していた(Table1-2)(Fig.1-11)。
また、PECから腹腔マクロファージを精製 し、貪食能を比較 した ところ、AEを投
与したマウスか ら得 られたマクロファージは、Contro1と比較 して若干高い貪食能を
示 した(Table1-2)(Fig.1-12)。
なお、フローサイ トーメ トリー のサイ トグ ラム(前 方散乱、側方散乱)で 顆粒球領域













































生体防御効果 を示す ことが明 らかとなったので、本節では、防御効果の作用機序につ
いて検討した。まず、AEの直接的な抗JEV効果について検討 したが、JEVを直接的に
不活化 させ る効果は確認できなかった。そ こでつぎに、JEVを接種 してから21日後に
生存 しているマウスの抗体価をHI試験 によ り測定 した。HI試験は、IgG,IgMおよび
IgAの画分 に存在す る、赤血球凝集阻止抗体(HI抗体)を 測定す る方法で、抗原に対
す る特異性が高いことから、従来よ りウィルスに対する血 中抗体検査法のひとつとし
て広 く用いられている方法である。しかし、JEVを接種 してか ら21日後に生存 してい
るすべてのマウスに抗体価の上昇は、認められなかった。ここで、マウスにJEVを接
一17一






ると考えられている(is-Zo)。しか し、 これ らの結果から、JEVの感染に対する黄
耆の腹腔内投与による生体防御効果には、中和抗体以外の防御因子が主に関与してい
る可能性が示唆された。









Contro1群のマウスか ら得 られた細胞と比較 して、高い活性酸素産生能を示 した。活
性酸素は、マクロファージや好中球の活性化の指標であり(48)、殺菌効果を示す こ
とか ら、細菌やウィルスなどの侵入 に対する初期防御に有効な役割 をはた しているこ
とが知 られている(49、50)。さらに、AEを投与 した群のマウスから得 られたPEC






















第 二 章JEVの 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果
一経 口 投 与 に よ る 効 果 一
第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果
1:緒 言
第一章 における検討か ら、黄耆は、JEVの感染に対して腹腔内投与により、生体防
御効果を示す ことが明 らかとなった。現在、生薬類は、一部の外用剤 に配合 されてい








第一章 第二節と同じもの(試 料Dか ら抽出)を 用いた。
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果
JEVの感染に対する黄耆の生体防御効果は、Fig.2-1に示す方法に従って検討 し
た。AEをPBS(pH7.0)に溶(12mg/ml)し た液 を5日間にわた り、::回 、胃
ゾンデを用い、マウスに経 口投与した(0.1m1/マウス×5日)。Control群のマウス













AEを5日間にわた り、マウスに経 口投与 した翌 日、JEVを腹腔内に接種 し
(10PFU/マウス)、 以後、25日間にわた り生存率の変動を観察 した。JEV接種後、
8日目か ら、生存率の低下が観察された(Fig.2-2)。JEvを接種 してか ら25日後の
























































2:実 験 方 法
実験は、すべて第一章第二節と同様の方法で行った。
3:結 果
JEVを接種 してか ら25日後に生存 しているマウスのHI抗体価
Fig.2-1の実験において、JEvを接種 してか ら25日後に生存 しているマウスのHI抗
体価を測定した(Fig.2-3)。Contro1群では、すべてのマウスに抗体価の上昇が認め

















Fig.2-1に示 す 方 法 に従 ってAEま た はPBsを投 与 した マ ウ ス にJEvを接 種 し、3日
後 、7日 後 にHI抗体 価 を測 定 した(Tablet-2)。JEVを接 種 して か ら3日後 に抗 体 価
の上 昇 が 認 め られ た マ ウス の割 合 は 、Contro1群で は90%で あ った 。 これ に対 し、AE
を投 与 した群 で は30%で あ っ た 。 フ ィ ッシ ャー の 直接 確 率法 に よ り検 定 を行 っ た と こ


























Fig.2-1に示す方法に従ってAEまたはPBsを投与 したマウスか ら得 られたPEcの活




Fig.2-4 Effect of AE on PEC Number 
Each column represents the mean± S.E. of 3 mice. Significantly 
different from control value at  p<0.001(***).   
:  Macrophage,. : Neutrophil,  ^ :Others


















PECおよ び マ ロ フ ー ジ のA匕 に ぼAEのy,:
150
PECおよび腹腔マクロファージの貪食能に及ぼすAEの効果について検討した。AE
を投与 したマウスから得 られたPECは、Contro1群のマウスから得 られたPECと比較
して、貪食能が有意に増強 していた(p<0.001)(Table2-3)(Fig.2-7)。
また、Contro1群およびAE投与群のマウスか ら得 られたPECからマクロファージを







































JEVを接種 してか ら25日後に生存しているマウスのHI抗体価 を測定 したところ、
Controでーは生存 しているすべ てのマ ウス に抗体価の上昇が認められた。これに対







は、腹腔 内投与の場合 と同様、中和抗体以外の生体防御因子 も関与 しているのではな
いかと考 えた。本節における実験では腹腔内にウィルスを接種 していることから、腹
腔内食細胞系に着 目し、次に、腹腔内食細胞の機能に及ぼす黄耆の効果 について検討
した。AEを投与 した群のマウスではContro1群のマウス と比較 してPEC数の有意な増
加が認め られ、PECのCellpopulationについて検討したところ、マクロファージが大
部分 を占めた。また、これ らのマクロファージは、活性化 したマクロファージの形態
を有 してお り(59)、Contro1群のマウスか ら得 られた細胞 と比較 して、活性酸素産
生能および貪食能が有意に増強 していた。 このように、黄耆は、腹腔マクロファージ







なった。一般に、薬物を経 口的に投与 した場合、生体 内で消化および吸収を受けるた










る。第一章および本章で使用 したJEV(Jath-160strain)も、生体 に侵入 した後























第 三 節 マ ウ ス の 腹 腔 内 細 胞 の 機 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質
1:緒 論
本章第一節および第二節における検討か ら、JEVの感染に対 して黄耆は経 口投与に




2:実 験 方 法
避
単糖の標準品およびガスクロマ トグラフィー(GC)の 内標準物質として使用 し
た、Galacturonicacid(.・),Glucose(Glc),Rhamnose(Rha),Ribose(Rib),
Fucose(Fuc),Arabinose(Ara),Xylose(Xyl),Mamose(Man),Galactose(Gla)お

















(500m1)を加え、2N塩化ナ トリウム溶液でpHを8.8に調整 した後、生 じた沈殿を分







































懺中性 糖 の含 量 は 、Glcを標 準 と して フ ェ ノー ル 硫酸 法(68)に よ り測 定 した 。 タ ン
パ ク 質 の含 量 は 、BSAを 標 準 と して 、LOWIy法(69)に よ り測 定 した 。 ウ ロン酸 含
量 は 、Ga1Aを標 準 と して 、m-Hydroxybipheny1法(70)によ り測 定 した 。
構 成 糖 の 同定 お よび モル 比 の検 討 は、 以 下 のよ う に行 った 。Sampleを、2Nの トリ
フル オ ロ酢 酸 中で 加 水 分 解 した 後(100℃ 、4時 間、 減 圧)、Trevelyanらの方 法
(71)に従 って 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(展 開溶 媒;酢 酸 エ チ ル:ピ リジ ン:酢 酸:
水=5:5:1:3、 発 色試 薬;ア セ トン硝 酸 銀 試 薬 、 薄 層 板;メ ル ク社 製TLCプ レー ト
Kieselgel60Art.572120×20cm)を行 い、Rf値を糖 の標 準 品 と比 較 す る こ とに よ
り構 成 糖 を 同定 した。 また 、 構 成 糖 のモ ル 比 は 、 前 記 の加 水 分解 物 を水 素 化 ホ ウ酸 ナ
トリウム で 還 元 後 、Schiffma㎜らの方 法(72)に従 って アセ チ ル 化 し、 アル ジ トー ル
アセ テー ト誘 導 体 と した後 、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(GC)に よ り分 析 を行 う こ と




キ ャ リア ガ ス:Herium(1.2m1/rnin)、
メ ー ク ア ップ ガス:Nitrogen(70m1/min)
カ ラム オ ー ブ ン温 度:Programmedfrom180to250℃at2℃/min、
注入 口温 度:250℃ 、検 出器 温 度:280℃、
注 入量:2μ1、
内標 準 物 質:2-Deoxy-D-glucose
高速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィ ー(HPLC)に よ る分 析
Sample(1㎎)を0.1NNaCl(lml)に溶 解 し、0.50μmのフ ィル タ ー
(ADVANTECDISMIC)でろ過 した後 、HPLCに よ り分 析 を行 っ た 。HPLCの 測 定
条件 は 、 以 下 の とお りで あ る 。
装 置:HewlettPackard1100series
検 出器:示 差 屈 折 検 出器(昭 和 電 工 社 製 、 東 京)、
カ ラム:ShodexGF-510HQ(7.8×250㎜,昭縄 工)お よ びGF-310HQ(
-32一
7.8×250㎜,昭縄 工)を 齢 した 。




ま た 、検 出 した ピー ク の分子 量 は 、 デ キ ス トラ ン(昭 和電 工社 製 、分 子 量;5,10,












検討 した ところ、多くの画分が活性を示 したが、その中で強酸性多糖画分




多糖画分(F-1)が最 も高い効果を示 した。そ こで次に、F-1の投与量に関す る検討
を行った。F-1をそれぞれ、0.1,0.2,0.4.0.8mg投与した各群のマウスのPEC数につ















































































































































第 四 節 小 括
本章では、JEVの感染に対する黄耆の経 口投与による生体防御効果と作用機序およ
び活性物質について検討し、以下の結論を得た。











第 三 章IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 効 果
























Sigma社から購入 した。塩化 シアヌルは、和光純薬工業から購入した。2,4一ジニ トロ
ベンゼンスルホン酸ナ トリウムは、東京化成か ら購入 した。Lipopolysaccharide
-38一
(LPS:E.coliO26:B6)は、Difco社(Mich.アメ リカ)か ら購 入 した 。Dextran
T2000(MW～2,000,000)は、PharmaciaBiotech社か ら購 入 した 。Horseradish
peroxidase-conjugatedrabbitanti-mouselgM(HPRA)1まZymed社(CA,アメ リ
カ)製 の も の を使 用 した 。他 の試 薬 はす べ て 、和 光 純 薬 工 業 製 、 関 東 化 学 製 、米 山薬
品 工 業 製 、Sigma社製 ま た は片 山化 学 製 の特 級 を用 い た 。 また 実 験 に使 用 した 水 は 、
す べ て 超 純 水 を使 用 した 。
試 料 工 キ ス(AE)
第 一 章第 二 節 と 同 じも の(試 料Dか ら抽 出)を 使 用 した 。
Cultureプレー ト
invitroの実 験 で 使 用 す る24穴のCultureプレー トは 、岩 城 硝 子 株 式 会 社(東 京)
か ら購 入 した 。 エ ンザ イ ム イ ム ノア ッセ イ(ELISA)で 使 用 す る96穴の プ レー トは、
Dynatech社(VA,アメ リカ)製 の もの を使用 した 。
題
DNP-LPSおよびDNP-dextranは、塩 化 シア ヌル を用 い る方 法 に よ り、作 製 した
(81)。DNP-BSAは、Eisenらの方 法 に よ り作 製 した(82)。
遡
C3H/HeN系(雌)マ ウ ス を 日本SLC(浜 松)か ら購 入 した 。 マ ウス は、 少な くと
も7日 間 、 大 阪 府 立 公 衆 衛 生研 究 所 動物 舎 内 で 予 備飼 育 した後 、 実 験 に使 用 した。
な お 、 実 験 に は 、10,36,60週齢 の マ ウ ス を使 用 した 。
IMに}invitroに お セ 六
invitroにお け る効 果 は、Fig.3-1に示 す 方 法 に従 って 検 討 した 。 マ ウ ス の脾 臓細 胞
溶 液 は 、Takagiらの方 法(83)に 準 じて調 製 した 。す なわ ち、8～10匹 の マ ウス か ら
脾臓 を摘 出 し、 ス テ ン レス メ ッシ ュ(100mesh)を用 いて 処理 し、Eagle基本 培 地 中
で 脾 臓 単 細 胞 プー ル 液 と した 。細 胞 をEagle基本 培 地 で3回 洗 浄 した後 、RPMI-1640
培 地 に 再懸 濁 させ 、脾 臓 細 胞 浮 遊 液 を調 製 した(1×107個/ml)。24穴のcultureプ
レー トに脾 臓 細 胞 浮 遊 液1m1、AEをRPMI-1640培地 に よ り段 階 的 に希 釈 した液(0.1
-1000,ug/ml)1mlおよ びDNP-LPS(最終 濃 度0.0025μg/m1)を加 え て混 和 し、
CO2インキ ュベ ー ター(タ バ イ エ ス ペ ッ ク社 製 、BNA-111)で4日間 培 養 した









111VIVOにお け る効 果 は、Fig.3-2に示 す 方 法 に従 って検 討 した 。AEをPBs
(pH7.0)に溶 解(12㎎/血 ま た ・_/ml)し た 液 を5日 間 にわ た り、if回 、
胃 ゾ ンデ を用 い 、 マ ウス に経 口投 与 した(0.1ml/マウ ス ×5日)。Contro1群のマ ウ
ス には 、PBSを投 与 した 。AEを 最 終 投 与 した 翌 日、 マ ウス の尾 静 脈 か ら
DNP-dextran(200μg)を靜注 し、抗 原 刺 激 を行 った 。 抗 原 刺 激 を行 っ た5日 後 、
マ ウ ス を 断頭 に よ り絞 殺 し、 血 清 中 の抗DNP-IgM抗体 量 をELISAによ り測 定 した 。




ELISAは、 以 下 の とお りに行 った 。96穴 のマ イ ク ロ プ レー トにCorti㎎緩 衝 溶液
(2.93㎎:NaHCO3,2.53㎎:Na2CO3.NaN30.2㎎/血)で希 釈 したDNP-BSA
(2μg/m1)100μ1を添 加 し、36℃で90分間 イ ンキ ュベ ー トした(タ バ イ エス ペ ック 社
製 、BNA-111)。Microplatewasher(ICNtitertec社製 、M96)を 用 い、
0.5%Tween20を含 むPBSでマ イ ク ロ プ レー トの各 ウ ェル を10回洗 浄 した後 、
Sample溶液100μ1を 添 加 した 。 そ の後 、 マ イ ク ロ プ レー トを4℃ で24時間放 置 し、
Sample中の抗DNP-IgM抗体 を ウ ェル に吸 着 させ た 。PBS-Tweenでウ ェル を再 度 洗
浄 した後 、HPRA溶 液(×2000dilutedinPBS)100μ1を添 加 し、36℃で60分間
イ ンキ ュ ベ ー トした 。 ウ ェル をPBS-Tweenで再 度 洗 浄 した後 、基 質溶 液(5㎎:
0-PDA5㎎,3.05ml:0.1Mクエ ン酸,3.2ml:0.2MNaHPO4.6.25m1:35%H202)
100μ1を添 加 し、 暗 黒 下 、 室温 で30分間 反 応 させ た 。 そ の後 、2N硫 酸100μ1で 反
応 を停 止 させ 、 マイ ク ロプ レー トリー ダー(Tosh製MPR-A4)を 用 い 、 ウ ェル 毎
に 吸光 度 を測 定 した(測 定 波 長:490㎜)。 また 、 実験 は 、 そ れぞ れ2連 で 行 い、 そ
の平 均 値 で示 した 。
鑓
本 節 にお け る実 験 の結 果 は 、 一 元 配 置 の分 散分 析 法(One-factorANOVA)を用 い
て検 定 した 。 一・元 配 置 の分 散 分 析 にお いて 、 有 意 な 差 が 認 め られ た 場合 、 多重 比 較 検
定(FisherのPLSA法)を行 い各 群 間 の危 険率 を算 出 した 。 な お 、 本 実験 で は 、
p<0.05以下 の レベル を有 意 差 あ り と判 断 した 。
3:結 果
invitroにお け る効 果
10、36および60週齢 のマ ウス の抗DNP-IgM抗体 産 生 能 に及 ぼす 黄耆 のinvitroに
お け る効 果 につ いて検 討 した(Fig.3-3)。10週齢 のマ ウ ス で は 、Contro1に対 す る
比 率 で93.3～110.9%程度 で あ り、抗 体 産 生能 の賦 活 化 効 果 は、 ほ とん ど確 認 で き な
か った 。 しか し、36週齢 のマ ウス に対 して はAge-matchedcontrolとの比 較 で若 干
の賦 活 化 効 果 が 認 め られ 、60週齢 の マ ウ ス で は 、有 意 な賦 活 化 効 果 を示 す こ とが 明 ら


































































なった。漢方では患者の体質的な特徴を虚実(虚 証、実証)な ど 「証」として捉え、
証により投与する薬物を選定 している。黄耆は、虚実の分類では虚証の患者に対 し、
補薬として適用されている(84)。虚証とは 「人の正気が虚 した状態、すなわち、生
命力、病気に対す る抵抗力が不足 し、生理機能が減退 した状態」 とされている
(85)。これに対 し実証は、 「人体に邪気が充実 している状態、すなわち体内の生命
力、抵抗力が盛んな状態」 とされている(86)。生体が有 している生理機能は加齢に
伴い衰退 していくことが知 られているが、漢方では加齢に伴い生理機能が低下 した老
人を虚証として位置づけている(87)。本節における結果は、虚証の患者に対する黄耆
の有効性 の一片を指 し示す とともに漢方における適用方法の妥 当性を示す根拠のひと
つになるものと考えられる。
現在、加齢 により生体防御能が低下する現象やそのメカニズムについては数多くの











依存性抗原である。従って、得 られた結果は主に加齢に伴 うB細胞の機能低下を示 し
ているものと考えられる。加齢に伴 うB細胞の機能の変化 として、B細胞か ら抗体産
生細胞へ の分化能の低下な どが報告されている(88、89)。
-44一



















終投与 した翌 日、マウスの尾静脈からJEV(1000PFU)を接種し、3日 後、5日後およ
び7日 後にマウスを断頭により絞殺 し、血清中の抗JEV-lgM抗体量をELISAにより












を検討 した。なお、本実験では、1群あた り、5匹のマウスを使用 した。
JEVの感染に対する加齢及び若年マウスの生体防御能に関する検討
加齢マウス(82週齢)お よび若年マウス(10週齢)の 尾静脈か らJEV(1000PFU)



























老 し,マ か}日r,血 のJEV六
Fig.3-2に示す方法に従ってAEを 投与したマウスにJEv(1000PFU/マウス)を 接
種 し、5日後 に血清のJEV不活化効果について検討した ところ、AEを投与 したマウス








舮什 マ ス の 'に 妻、
加齢マウス(82週齢)お よび若年マウス(10週齢)の 尾静脈からJEVを接種し、


















化効果を示す ことが明 らかとなった。ウィルスの感染に対 してlgM抗体は血中におい
てウィルスと結合 し、その感染力を失わせ る中和抗体 として働 くことが知 られてい
る。黄耆 を投与したマウスか ら得 られた血清のJEV不活化効果がControl群のマウス
か ら得 られた血清 と比較 して高いことが明らかとなったが、 これには血中の抗JEV抗
体による中和反応が関与 していることが考えられる。





















第 三 節 抗 体 産 生 細 胞 数 の 増 加 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果
1:緒 言
B細胞は、骨髄か ら発生する幹細胞由来の細胞であ り、抗原刺激を受けると抗体産
生細胞へ と分化 し、抗体 を産生す ることが知 られている。一般に、循環 リンパ球の
5～15%がB細胞であるが、抗原刺激 を受けると二次リンパ器官である脾臓などに留
まり、B細胞領域にあるリンパ小節(濾 胞)の 胚の中心で増殖す る。
本章第一節における結果か ら、黄耆は、若年期のマウス(10週齢)の 抗DNP-IgM















































な効果 を示した。培養穴中に添加す るエキス濃度の比較では50μg/mlで添加 した培
養穴中における抗体産生細胞数が最も増加 していた。
























































違いによるものであると考 えられる。生体 には行き過ぎた生体反応 を制御する調節機
構が備わっていることが知 られているが、黄耆エキスを投与した10週齢のマウスでは














抗体産生細胞数の増加に対 し、著 しい効果を示 した。 しか し、56週齢のマウスの脾臓
細胞に対 してはその効果が減弱 した。一方、黄耆はLPSとは逆の効果を示 した。すな
わち、抗体産生細胞数の増加に及ぼす効果は、10週齢のマウスよ り56週齢のマウスに
対する方が高かった。各種生薬の免疫系に及ぼす賦活化効果は、生薬へのLPSの




第 四 節 加 齢 マ ウ ス のIgM抗 体 産 生 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質
1:緒 言























































イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー
F-1は、0.02NTris-HC1緩衝 液(pH7.0)に溶解 した後 、 同緩 衝 液 で 平衡 化 さ れ
た 、DEAF-Sephadex(PhamユaciaBiotech社製 、 ス ウ ェー デ ン)(7×35cm)を
充 て ん した カ ラム に よ り分 画 され た 。 溶 出は 、 同緩衝 液 を用 い 、 グ ラジ エ ン ト法
(11.8N:NaCl)によ り行 っ た。 また 、 フ ラク シ ョンの分 画 は 、25m1ずつ行 い、
フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)お よびLOwry法(69)に よ り分 析 した 。
ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ ラフ ィー
F-4は、0.01Nリン酸 緩 衝 液(pH7.2)に溶 解 した後 、 同緩 衝 液 で平 衡 化 され た 、
SephacrylS-300(PharmaciaBiotech)(2.6×60cm)を充 て ん した カ ラム に よ り
分 画 さ れ た 。 溶 出 は 、 同緩 衝 液 を用 い て 行 った 。 また 、 フ ラク シ ョ ンの分 画 は、
10m1ずつ 行 い、 フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)に よ り分 析 した。





加 齢 マ ウス のIgM抗体 産 生能 を賦 活 化 させ る物 質 の検 索 を行 った 。AEは 、セ タ ブ
ロ ン沈殿 法 に よ り、3つ の フ ラク シ ョ ン に分 画 され た(F-1,F-2およ び
F-3)。強 酸 性 画 分 で あ るF-1は、AEと 同等 の抗体 産 生 能 賦 活化 効 果 を示 した(Fig.
3-12)。F-2(弱酸 性 画 分)お よびF-3(中 性画 分)に は ほ とん ど賦 活 化 効 果 が 確認
で きな か った 。F-1は、DEAE-Sephadexを用 いた イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フィー に
よ りさ らに3つ の フ ラク シ ョ ンに分 画 され た(F-4,F-5およびF-6)(Fig.3-13)。そ
の うち 、F-4は、特 に抗 体 産 生能 を賦 活 化 させ る有 意 な効 果 を示 した 。F-5およびF-6
に も有 意 な賦 活 化 効 果 が確 認 され た が 、F-4と比 べ てそ の効 果 は低 か った(
Fig.3-14)。F-4は、SephacrylS-300を用 いた ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り
さ らにF-7とF-8に分 画 され た(Fig.3-15)。F-7とF-8はとも に、 加 齢 マ ウ ス のlgM
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 Fig.3-13 Chromatogram of  F-1 on a DEAE-Sephacel Column 
Each fraction was monitored by the phenol-sulfuric acid  method() and 
Lowry  method(0). 
Fraction numbers 10-13, 35-38 and 42-45 were collected, dialyzed, lyophilized 









 IgM antibody production (% of control) 
 Fig.3-14 Effect of Astragali Radix Fraction on Antibody Production 
Each column represents he mean ±S.E. of 5 mice. Significantly 


























F-7およ びF-8の化 学 的性 状 をFig.3-17に示 す 。F-7およびF-8はそ れ ぞ れ 、Glcと
して89.3%および95.5%の中性糖 、GalAとして7.2%および7.5%のウ ロ ン酸 を含 有 し
て い た 。F-7およ びF-8にタ ンパ ク 質 は含 有 され て いな か った 。 また 、HPLCゲ ル ろ
過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り分 析 を行 った と こ ろ、F-7,F-8とも単 一 の ピー ク を示 し
た(Fig.3-18)。デ キ ス トラ ンを標 準 と して 分 子 量 を測 定 した と ころ 、F-7が約
一58一
22000、F-8が約12000であ った 。 さ らに、F-7およ びF-8の構 成 糖 に つ いて検 討 した
と ころ 、Glcの割 合 が 非 常 に高 く、Rha、Rib、Fuc、Ara、Xy1、Man、は ほ とん ど確























































本節では、黄耆 に含 まれている加齢マウスのIgM抗体産生能を経口投与で賦活化 さ
せる物質の検索 を試みた。強酸性多糖画分であるF-1は、イオン交換クロマ トグラ
フィーによ りF-4,F-5およびF-6に分画された。各分画物の効果について検討 したと








免疫系を賦活化 させるグルカン鎖 を有 している多糖が、シイタケ(79、80)、ブ
一60一
クリョウ(110)、カワラタケ(111)、霊芝(112)や冬虫夏草(113)などから分
画されている。この中には既 に、癌 に対す る免疫療法薬として臨床的に応用 されてい
るものもある。しかし、これ らの多糖は水 に難溶性であることやカワラタケ由来の多
糖以外は、経 口投与では効果が認められないことが明らかとなっている(114)。生
薬類のほとんどが煎剤 として経 口的に服用 されている事実を考えると、古来から経験
的に用いられてきた生薬の有効成分は、水 に溶解 し、経口投与で効果を示す物質であ
ると考えられ る。本節において、黄耆か ら分画された加齢マウスのlgM抗体産生能を
賦活化させ る物質であるF-7およびF-8は経 口投与で効果を示し、かつ水 に可溶性の
多糖であった。
また、生薬の生物活性 に及ぼす効果 を検討 した研究で、人間に投与す る量の何十倍
もの量を体重比で動物に投与 している事例 も認め られるが、本実験 におけるAEおよ
び各分画物の投与量は3.3-40㎎/㎏であり、実際に人間に投与する量に換算しても
妥当な投与量であると考 えられる。




加齢 により衰退 している抗DNP-IgM抗体産生能を賦活化 させる効果を示す こと
が明 らかとなった。
2:黄耆 を投与 したマウスでは、JEVの感染に対 して特異的なlgM抗体産生能の賦活





















































の増加に及 ぼす黄耆の効果ついて検討 し、抗体産生細胞数を増加させる有意な効果 を
示す ことを明 らかにした。さらに第四節では、黄耆 中に含 まれている経口投与で加齢
マウスのlgM抗体産生能 を賦活化 させ る物質の分画をセタブロン沈殿法、イオン交換
クロマ トグラフィーおよびゲル濾過クロマ トグラフィーなどを組み合わせて試み、
HPLCゲル ろ過クロマ トグラフィーで単一のピークを示す2種類の多糖画分(F-7およ
びF-8)を分画 した。F-7およびF-8の構成要素について検討 した ところ、中性糖が大












中国の古い薬物書により、生体防御系を賦活化 させ る効果 を有 していることが推測
される生薬、 「黄耆」の有効性について日本脳炎ウィルスの感染に対す る防御効果を
指標 として検討し、以下の知見を得た。











加齢マウスに対 しては有意な賦活化効果 を示す ことが明らかとなった。
5:黄 耆を投与 したマウスでは、JEVの感染に対 して、特異的な抗JEV-IgM抗体産生
能の賦活化が認め られ、その賦活化はJEVの感染に対する防御効果 の増強をもた
らす ことが明らか となった。
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また、本研究の遂行にあたり、有益な御助言と御指導をいただきました、
大阪大学薬学部 助教授 米田該典 先生、大阪府立公衆衛生研究所 主任研究員
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